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Obsah přednášky
Imunohistochemie (IHC)

Fluorescenční in situ hybridizace (FISH)
Polymerázová řetězová reakce (PCR)

Sekvenování nové generace (NGS)

https://app.biorender.com/



Imunohistochemie
• Průkaz proteinů v nádorové tkáni
• Vazba specifické protilátky
• Hodnocení intenzity/rozsahu zabarvení

https://app.biorender.com/



https://www.pathologyoutlines.com, PMID: 16528370

• Exprese specifických markerů (PD-L1)
• Zvýšená exprese proteinu v důsledku 

amplifikace/translokace (ALK, HER2 aj.) 

• Přítomnost specifické mutace (BRAF 
V600E, IDH1 R132H aj.)

• Ztráta exprese svědčící pro inaktivační 
alteraci (SMARCB1, ATRX aj.)

• Ztráta exprese MMR proteinů – 
indikátor MSI

Wild-type protein Mutovaný protein

Exprese ALK u NPM1::ALK fúzovaného 
ALCL

Ztráta exprese SMARCB1 u AT/RT BRAF V600E u maligního melanomu



Fluorescenční in situ hybridizace

https://app.biorender.com/

• Detekce na úrovni DNA v nádorové 
buňce pomocí fluorescenčně 
značených sond 

• Počet signálů a jejich poměr ke 
kontrolnímu signálu, jejich 
uspořádání

• Změny počtu kopií, translokace



HER2 amplifikace

RET přestavba

https://aglient.com/



Polymerázová řetězová reakce

https://app.biorender.com/

• Na rozdíl od předchozích metod nutná izolace NK z primárního materiálu
• Detekce na úrovni DNA (analýza RNA po předchozím přepisu do cDNA = tzv. RT-PCR)
• Analýza známých alterací (mutace, fúze)



Sekvenování
• Stanovení primární struktury DNA (analýza RNA po předchozím přepisu do cDNA)
• 1. generace = Sangerovo sekvenování

• cílená mutační analýza konkrétních úseků DNA

• 2. generace = sekvenování nové generace (NGS) = masivně paralelní sekvenování
• vysokokapacitní profilování, v současné praxi nejvíce využíváno

• 3. generace 
• čtení dlouhých úseků bez nutnosti amplifikace 

https://app.biorender.com/



https://app.biorender.com/



Sekvenování nové generace

• Několikakrokový proces
• Izolace DNA/RNA
• Příprava sekvenační knihovny 

(knihovna = uskupení všech 
sekvenovaných fragmentů)

• Sekvenace 
• Bioinformatické zpracování dat
• Vyhodnocení – filtrování na základě 

různých kritérií, práce s databázemi, 
verifikace výsledků

https://app.biorender.com/



Sekvenování nové generace
• Několik platforem sekvenování nové generace – nejčastější jsou však platformy od firmy 

Illumina charakteristické tzv. sekvenací syntézou

• Fragmenty knihovny jsou pomocí adapterových sekvencí přichyceny na sekvenační povrch 
(flow cell), namnoženy (bridge amplifikace) a následně probíhá samotná sekvenace 
syntézou = postupně je syntetizován komplementární řetězec, přičemž začlenění každého 
jednoho nukleotidu vede k emisi světla, které detekuje optický modul sekvenátoru

• https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8 

https://app.biorender.com/

https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8


https://app.biorender.com/



CGP NGS panely
• Panely stovek klinicky relevantních genů
• Standard pro prediktivní testování
• Průkaz alterací na úrovní DNA i RNA
• Stanovení také dalších biomarkerů jako je 

TMB, MSI, HRD

TruSight Oncology 500



Datová analýza
• Převod optického signálu do souborů 

nesoucích informaci o sekvenci a kvalitě 
čtení této sekvence

• Mapování na lidský genom
• Aplikace nástrojů identifikujících změny 

oproti referenci – různé nástroje pro 
jednotlivé typy alterací 

• Vytvoření výstupního souboru s výčtem 
detekovaných změn oproti referenci

• Anotace 

DRAGEN TruSight Oncology 500 ctDNA Analysis Software v1.1 User Guide



Terciární analýza a interpretace dat

• Filtrování nálezů dle vybraných parametrů (populační frekvence, 
alelická frekvence, dopad varianty aj.)

• Vizualizace a manuální kontrola detekovaných alterací



Terciární analýza a interpretace dat

• Posouzení významu detekovaných alterací
• Klasifikace dle mezinárodních schémat

• Klasifikace patogenicity/onkogenicity 
• ClinGen/CGC/VICC doporučení (PMID: 35101336) 



Terciární analýza a interpretace dat
• Klasifikace dle mezinárodních schémat

• Klasifikace actionability 
• AMP/ASCO/CAP doporučení (PMID: 27993330)
• OncoKB systém (PMID: 30137196) 
• ESCAT (PMID: 30137196)



PMID: 39112111



Shrnutí
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